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RESUMO 
O consumo das isoflavonas da soja continua crescendo em todo o mundo em resposta aos 
riscos de saúde associados à reposição hormonal com produtos de origem animal ou sintética. 
Devido ao grande potencial dos biocompostos presentes na soja, as empresas multinacionais 
estão investindo no desenvolvimento de uma nova geração de alimentos nutracêuticos ou 
funcionais, que contêm, além dos nutrientes convencionais, teores diferenciados de 
substâncias bioativas com ação antirradicais livres e capacidade de proteção da epiderme. No 
processamento convencional por via úmida, que apresenta grandes vantagens no consumo 
direto da soja, a maioria das substâncias solúveis (vitaminas, minerais, isoflavonas, saponinas, 
fitatos, inibidores de proteases, lectinas, peptídeos, lunasina etc.) são perdidas por lixiviação 
durante a hidratação dos grãos. No processo clássico, a hidratação é realizada por imersão dos 
grãos em excesso de água, até que a quantidade máxima de água seja absorvida para atingir 
uma maior eficiência na transferência de calor e permitir a transformação em produtos 
derivados, tais como extratos hidrossolúveis, tofu, iogurte etc. Este processo, no entanto, 
resulta na baixa recuperação de bioativos e nutrientes solúveis. Para evitar tais perdas, 
considerou-se necessário limitar a quantidade de água fornecida, de modo que os grãos 
atinjam a máxima hidratação sem deixar resíduos na água intersticial. Uma vez que isso não é 
possível pelo processamento convencional, um novo processo de hidratação foi desenvolvido 
através de um dispositivo constituído por um tanque rotativo que permite a hidratação 
progressiva da matéria-prima sem perda de sólidos solúveis. Este novo processo, denominado 
de Processo de Hidratação Diferencial Controlada (PHDC), além de hidratar com 
quantidades pré-determinadas de água, também permitiu incubar os grãos imediatamente após 
a hidratação no mesmo dispositivo. Posteriormente os grãos foram submetidos a tratamento 
térmico para obter a soja integral pré-cozida com alto teor de agliconas de alta 
biodisponibilidade devido à ativação das endoenzimas. Devido aos resultados relevantes 
obtidos com o PHDC, optou-se por explorar a possibilidade de se proceder diretamente da 
hidratação ao tratamento térmico, ignorando assim o passo intermediário de incubação. 
Quatro níveis de temperatura foram, portanto, estudados: 105, 115, 121 e 134 º C. Os 
resultados mostraram níveis de transformação de isoflavonas glicosiladas e conjugadas em 
agliconas, semelhantes àqueles obtidos pelo processo de hidratação e incubação seguidos de 
pré-cozimento. Esta alternativa mostrou ser de grande potencial para a fabricação de produtos 
instantâneos de soja integral minimamente processados, com alto conteúdo de agliconas. 
Além de seu significado social e econômico, espera-se que esses achados contribuam para a 
busca de processos alimentares industriais mais simples que priorizem a produção sustentável 
de alimentos a preços mais acessíveis e mais saudáveis. 
 
Palavras-chave: Suplementos dietéticos, Soja, Biodisponibilidad, Isoflavonas. 
  
ABSTRACT 
The consumption of soybean isoflavones continues to grow worldwide in response to the 
health risks associated with hormonal replacement with products of animal or synthetic 
origin. Due to the great potential of biocompounds present in soybeans, multinational 
companies are investing in the development of a new generation of nutraceutical or functional 
foods, which contain, in addition to conventional nutrients, differentiated levels of bioactive 
substances with anti-free-radical action and the ability to protect the epidermis. In 
conventional wet processing, which has great advantages in direct soybean utilization, most of 
the soluble substances (vitamins, minerals, isoflavones, saponins, phytase, protease inhibitors, 
lectins, peptides, lunasin, etc.) are lost by leaching during hydration of the grains. The classic 
process the hydration is accomplished by immersing the grains in excess of water until the 
maximum amount of water is absorbed to attain the greatest efficiency of heat transfer and 
permit transformation of derived products, such as water-soluble extracts, tofu, yogurt, etc. 
This process, however, results in low recoveries of bioactives and soluble nutrients. To avoid 
such losses, it was deemed necessary to limit the amount of water supplied, so that the grains 
would reach maximum hydration without leaving residues in the interstitial water. Since this 
was not possible by conventional processing, a new process of controlled hydration was 
developed through a device consisting of a rotating tank that allowed the progressive 
hydration of the raw material without loss of soluble solids. This new process, called the 
Differential Controlled Hydration Process (PHDC), besides hydrating with pre-determined 
amounts of water, also permitted incubating the grains immediately following hydration. A 
final step of heat treatment was done to obtain the pre-cooked whole soybean product with 
high content of bioavailable isoflavone aglycones, most likely due to the activation of 
endoenzymes. Subsequently, due to the encouraging results obtained with the PHDC, it was 
decided to explore the possibility of proceeding directly from hydration to the heat treatment, 
thus skipping the intermediate step of incubation. Four temperature levels were therefore 
studied: 105, 115, 121 and 134 ºC. The results showed levels of transformation of 
glycosylated and conjugated isoflavones in aglyones, similar to those obtained by the process 
of hydration and incubation followed by pre-cooking. This alternative showed to be of great 
potential for the manufacture of minimally processed whole soybean instant products with 
high contents of aglycones. Besides their social and economic significance, these findings are 
expected to contribute to the search for simpler industrial food processes that prioritize the 
sustainable production of less expensive and healthier foods. 
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RESUMEN 
El consumo de isoflavonas de soja sigue creciendo en todo el mundo en respuesta a los 
riesgos para la salud asociados con la sustitución hormonal de los productos de origen animal 
o sintéticos. Debido al gran potencial de los biocompuestos presentes en la soja, las empresas 
multinacionales están invirtiendo en el desarrollo de una nueva generación de alimentos 
nutracéuticos o funcionales, que contienen, además de nutrientes convencionales, niveles 
diferenciados de sustancias bioactivas con acción antiradicales libres y la capacidad de 
proteger la epidermis. En el procesamiento húmedo convencional, que tiene grandes ventajas 
en la utilización directa de la soja, la mayoría de las sustancias solubles (vitaminas, minerales, 
isoflavonas, saponinas, fitasa, inhibidores de la proteasa, lectinas, péptidos, lunasina, etc.) se 
pierden por lixiviación durante hidratación de los granos. El proceso clásico de la hidratación 
se logra sumergiendo los granos en exceso de agua hasta que se absorba la máxima cantidad 
de agua para lograr la mayor eficiencia de transferencia de calor y permitir la transformación 
de productos derivados, como los estratos solubles en agua, tofu, yogur, etc., entretanto, este 
proceso resulta en bajas recuperaciones de bioactivos y nutrientes solubles. Para evitar tales 
pérdidas, se consideró la posibilidad de reducir la cantidad de agua suministrada, de modo que 
los granos alcanzaran la máxima hidratación sin dejar residuos en el agua intersticial. Dado 
que esto no es posible por el procesamiento convencional, se desarrolló un nuevo proceso de 
hidratación controlada através de un dispositivo que consiste en un tanque giratorio que 
permitió la hidratación progresiva de la materia prima sin pérdida de sólidos solubles. Este 
nuevo proceso, llamado Proceso de Hidratación Diferencial Controlada (PHDC), además de 
hidratar con cantidades predeterminadas de agua, también permitió incubar los granos 
inmediatamente después de la hidratación. Se realizó también una etapa final de tratamiento 
térmico para obtener el producto de soja entera precocinado con alto contenido de isoflavonas 
biodisponibles, probablemente debido a la activación de las endoenzimas. Posteriormente, 
debido a los resultados alentadores obtenidos con la PHDC, se decidió explorar la posibilidad 
de pasar directamente de la hidratación al tratamiento térmico, omitiendo así el paso 
intermedio de la incubación. Por lo tanto, se estudiaron cuatro niveles de temperatura: 105, 
115, 121 y 134º C. Los resultados mostraron niveles de transformación de isoflavonas 
glicosiladas y conjugadas en agliconas, similares a los obtenidos por el proceso de hidratación 
e incubación seguido por la precocción. Esta alternativa demostró ser de gran potencial para la 
fabricación de productos instantáneos de soja entera mínimamente procesados con alto 
contenido de agliconas. Además de su importancia social y económica, se espera que estas 
descubiertas contribuyan con la búsqueda de procesos alimentarios industriales más simples 
que prioricen la producción sostenible de alimentos más baratos y saludables.  
 
Palabras clave: Suplementos dietéticos, Soja, Biodisponibilidad, Isoflavonas.  
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CAPÍTULO 1 – Processo rápido para a obtenção de Soja Integral Pré-Cozida 
com Alto Teor de Isoflavonas Agliconas 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 Inúmeros estudos mostram que a soja é um alimento-commodity de grande eficiência 
na nutrição humana. Além de contribuir para a produção de energia, é rica em proteínas, 
vitaminas, minerais, fibras de alta qualidade e compostos bioativos, como isoflavonas, 
saponinas, fitatos, inibidores de proteases, lectinas, peptídeos bioativos e oligossacarídeos. O 
impacto da alimentação na redução de doenças crônicas, como mostrado por testes 
epidemiológicos, se evidencia na melhor qualidade de vida das populações com consumo 
expressivo destes compostos (Setchell, K.D.L et al. 1999).  
Segundo a FDA e a American Heart Association, o consumo diário de 20 a 25 g de soja 
e derivados reduz os riscos de doenças cardíacas, câncer de mama e próstata em até 50%. 
Proporciona ação preventiva contra o câncer de cólon, reto, estômago e pulmão, devido à ação 
das isoflavonas que inibem o desenvolvimento de tumores malignos. Também reduz os níveis 
do colesterol LDL e triglicerídeos no sangue.  
As isoflavonas são fitoestrogênios encontrados apenas em leguminosas, sendo que 
somente na soja se encontram em quantidades significativas (entre 1,5 e 2g/100g, Soja. ILSI 
Brasil, 2007), enquanto no feijão comum (Faseoulos vulgaris L), o teor de isoflavonas não é 
significativo. Segundo Dinelli et al. (2006), o conteúdo total de flavonoides, no feijão, varia 
entre 0,019 e 0,084 g/100g dos grãos frescos. Por outra parte, as fibras da soja, por si só, 
representam um incentivo para o consumo desta semente na sua forma integral, devido ao 
poder de prevenção da aterosclerose e câncer intestinal, regulação dos níveis de glicose no 
sangue, redução dos cálculos biliares e doenças renais.  
Parte do grande volume de informação técnico-científica existente no país e no 
exterior descreve os problemas relacionados à tentativa de melhor aproveitar o potencial 
dessas substâncias na elaboração de produtos farmacêuticos, terapêuticos e alimentos 
funcionais. Entretanto, o nível de sofisticação apresentado pelos métodos e processos 
descritos para a extração de substâncias com maior biodisponibilidade, eleva as isoflavonas a 
um status de medicamento de alto valor, limitando o seu acesso à população em geral, apesar 
de a soja ser matéria-prima abundante e barata no Brasil.  
A soja é uma rica fonte das isoflavonas daidzeína, genisteína e  gliciteína, presentes no 
grão na forma de derivados glicosilados (malonilglicosídeos e B-glicosídeos desesterificados), 
os mesmos que durante o processamento podem formar agliconas e acetilglicosídeos 
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(Genovese, Lajolo, 2001). As agliconas com maior biodisponibilidade são encontradas na soja 
em quantidades mínimas (menos de 1%); somente o tratamento hidrotérmico converte cerca 
de 40% das isoflavonas totais em agliconas. Esses teores, associados à ação das enzimas ß-
glicosidases endógenas da soja, durante a hidratação dos grãos, podem resultar em altos níveis 
de conversão das isoflavonas totais em agliconas (Goes-Favoni, et al., 2005).  
Os processos de extração, purificação, hidrólise enzimática, tratamento térmico e 
acondicionamento, além de caros, implicam em grandes perdas de sólidos solúveis por 
lixiviação, degradação térmica e física, gerando grandes quantidades de subprodutos e 
consumo elevado de água e energia. Mesmo contando com variedades de soja com sabor 
adequado ao gosto do consumidor, alto teor de biocompostos e custos baixos, os produtos 
resultantes dos processos convencionais sofrem perdas substanciais de biocompostos, 
especialmente das isoflavonas, comprometendo assim, a funcionalidade dos produtos.  
Nos grãos submetidos à hidratação em água a temperaturas próximas à ebulição, a 
perda de isoflavonas, somente na operação unitária de hidratação, é superior a 50%, devido à 
migração para a fase líquida circundante (Wang, 1995). As tecnologias utilizadas para o 
processamento de soja e derivados não evoluíram a ponto de evitar as perdas dos sólidos 
solúveis por lixiviação para o meio circundante durante a hidratação dos grãos. Assim, todos 
os esforços dirigidos à obtenção de matérias-primas com atributos sensoriais melhorados e 
valores nutricionais e funcionais superiores não são compensados pelo emprego dos 
processamentos convencionais inadequados.  
Consequentemente, muitos dos produtos derivados da soja, comercializados como 
fontes de isoflavonas, apresentam teores muito inferiores ao declarado (Genovese et al, 2003) 
ou pretendido, chegando, em alguns casos, a serem insignificantes, como constatado em 
pesquisa de Rossi et al. (2004), na qual se mostrou que “iogurte” de soja teve redução dos 
teores de isoflavonas de 100 para 7,7%, do conteúdo dos grãos antes do processamento, 
concluindo que esse produto não deveria ser considerado como fonte segura de isoflavonas. 
Entretanto, nossos testes preliminares em escala de laboratório mostraram uma nova 
possibilidade de hidratar os grãos sem perdas significativas de sólidos solúveis através de um 
novo processo de hidratação controlada. As considerações a seguir ilustram de forma sintética 
os fundamentos desta proposta de pesquisa que apresenta um grande potencial de aplicação 
em escala industrial.  
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O armazenamento seguro da soja requer que os grãos, antes de serem colhidos, passem 
por um processo natural de secagem ao sol ainda nas vagens. Normalmente, a secagem 
natural dos grãos é complementada com uma secagem artificial com ar quente nos silos de 
armazenamento, de maneira que os grãos se mantenham sem mudanças significativas antes do 
processamento industrial. Este pré-processamento reduz o teor de umidade dos grãos, do seu 
estado natural com hidratação total (grãos verdes), até níveis compatíveis com um 
armazenamento seguro do ponto de vista biológico, químico e microbiológico. Os grãos não 
brotam, a sua composição química não muda de forma considerável e não há proliferação de 
microorganismos patogênicos ou deteriorativos. Essa condição estável dos grãos no 
armazenamento é normalmente modificada durante o processamento industrial, através do 
processamento via seca ou via úmida. É importante ressaltar que o processamento industrial 
da soja por via seca constitui mais de 90% do total da produção agrícola, face ao seu uso na 
produção de óleo e subprodutos ricos em proteínas, normalmente usados de forma direta ou 
indireta para consumo animal e humano. Porém, o processamento por via úmida apresenta um 
potencial muito grande, visando o uso da soja integral na alimentação direta, com substanciais 
vantagens, tanto nutricionais e funcionais quanto econômicas. É importante enfatizar as 
conveniências econômicas e ambientais decorrentes do consumo direto das proteínas de 
orígem vegetal, principalmente da soja, em relação às de origem animal, considerando alguns 
fatores relacionados à produção de alimentos saudáveis, baratos, de alta produtividade e 
sustentáveis.  
A despeito dessas vantagens na produção e industrialização dessa importante matéria-
prima, existem outras propriedades nutricionais e funcionais que não estão sendo aproveitadas 
plenamente devido ao tipo de processamento por via úmida, fazendo com que a maior parte 
das substâncias responsáveis por essas propriedades sejam eliminadas. É o caso das vitaminas 
e minerais, oligossacarídeos, peptídeos, isoflavonas, etc, cujas perdas são consideráveis, 
quando se avalia o objetivo de  produzir um alimento que, além da conveniência, seja também  
um veículo de substâncias funcionais e nutricionais. Percebe-se que, definitivamente os 
métodos tradicionais de hidratação não atendem às exigências da produção de novos 
alimentos de conveniência nutritivos, funcionais e sensorialmente adequados para as grandes 
e modernas populações urbanas em crecimento constante.   
A reducão do grau de umidade inicial dos grãos, embora seja uma condição adequada 
para o armazenamento e posterior processamento da soja por via seca, não é necessariamente 
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benéfico para o processamento por via umida dos grãos integrais, pois é necessário que os 
grãos sejam hidratados novamente, recuperem a sua condição inicial, correspondente ao grão 
“verde”, com teor de umidade natural, para alcançar maior eficiência na transferência de 
calor, na extração dos sólidos solúveis, no cozimento, etc. Nos processos convencionais por 
via úmida, a hidratação dos grãos em excesso de água é uma condição necessária para que os 
grãos possam absorver a água distribuída nos espaços intersticiais (o volume de água 
intersticial deve permanecer de forma constante durante todo o processo de hidratação). Em 
função dessa condição, os volumes de água utilizados para se atinguir a hidratação total 
devem ser equivalentes ao volume intersticial (espaço entre os grãos) mais o volume total 
absorvido pelos grãos, exigindo que os processos por via úmida normalmente utilizem 
volumes maiores que três vezes o volume inicial dos grãos,  pois tanto o volume dos grãos 
como o espaço intersticial variam em função do tempo, das condições operacionais de 
hidratação (temperatura, agitação, etc.) e das características das matérias-primas (tamanho de 
partícula, conteúdo inicial de umidade, etc.).  
Em resumo, o ambiente de hidratação é dinâmico e, consequentemente, a operação 
unitária de hidratação constitui o principal fator de perdas dos sólidos solúveis lixiviados na 
água residual intersticial ou sobrenadante, após os grãos atingirem a hidratação máxima (água 
equivalente). Assim, quanto maior for o volume residual da água intersticial, maiores serão as 
perdas dos sólidos solúveis. Em função dessas observações, as perdas das biomoléculas e 
micronutrientes solúveis dos grãos na água de hidratação residual poderiam ser evitadas se, na 
hidratação dos grãos, fosse usada somente a quantidade de água equivalente (entre 100 a 
130% do peso dos grãos secos), resultando na retenção total das substâncias funcionais e 
nutricionais, que é o objetivo principal desta pesquisa.  
A princípio, podemos dizer que é possível fornecer somente a quantidade de água 
necessária para que os grãos sejam totalmente hidratados. Essa condição hipotética mostra 
que não tendo água residual intersticial livre ou circundante, não haveria perdas de nutrientes 
por lixiviação. Baseado nessa observação, foi elaborada esta hipótese que contempla a 
solução dos problemas decorrentes das perdas de sólidos solúveis durante a hidratação dos 
grãos, de acordo com o procedimento a seguir:  
1- Determinação do volume de água equivalente dos grãos, ou seja, a água necessária 
para a hidratação total dos grãos, através da cinética de absorção de água; 
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2- Desenvolvimento de uma metodologia de hidratação que permita administrar somente 
a quantidade necessária para alcançar a absorção máxima dos grãos, sem resíduo de 
água intersticial, ou água em excesso.  
Esta metodologia permitiu a incorporação da água equivalente aos grãos com a 
consequente manutenção dos biocompostos e o desenvolvimento de uma nova tegnologia 
incremental de hidratação sem perda de sólidos solúveis, de fácil implantação em escala 
industrial. Testes preliminares de hidratação total dos grãos realizados em escala de 
laboratório mostraram a viabilidade técnica do desenvolvimento do Processo de Hidratação 
Diferencial Controlada  (PHDC) para a produção de Soja Integral Pré-cozida com Alto Teor 
de Agliconas, e  outras aplicações na área de alimentos. 
Assim, a obtencão de soja com alta retencão de biocompostos foi decorrente da 
hidratação dos grãos com o volume de água equivalente ao teor de água contida nos grãos 
“verdes”, substituindo o equipamento de hidratação convencional pelo PHDC-Rotator, 
construído de acordo com o novo conceito do PHDC, processo dinâmico que introduziu 
novas variáveis como o volume equivalente (que limita a quantidade das soluções de 
hidratação) e a a formação de uma película fina de água ou solvente na superfície total dos 
grãos pela  rotação contínua do cesto do equipamento que, além de mantê-los 
permanentemente molhados, aumenta a velocidade de hidratação. 
Além dos aspectos funcionais e econômicos decorrentes da alta retenção de 
biocompostos durante a hidratação controlada (PHDC), o novo processo permite também que 
todos os sólídos solúveis da soja participem de forma sinergística nas dietas em geral 
(Cassidy et al., 2006), aumentando de forma substancial a disponibilidade ou quantidade de 
micronutrientes e biomoléculas por unidade de peso de soja consumida. Isso reduz, 
consideravelmente, a quantidade de soja a ser ingerida para se obterem os benefícios 
funcionais, encorajando o consumo, mesmo por aqueles que não têm o hábito de utilizá-la nas 
refeições diárias, seja por aspectos étnicos ou culturais, mas que necesitam dos benefícios das 
isoflavonas.  
Em adição às considerações técnicas mencionadas, o retorno social e econômico do 
desenvolvimento do processo rápido para a obtenção de Soja Integral Pré-cozida com Alto 
Teor de Agliconas fica mais evidente quando observamos a marginalização da população 
brasileira de baixa renda no que diz respeito ao acesso a alimentos-fonte de componentes 
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funcionais e nutricionais. Ainda, a incorporação do PHDC nos processos convencionais de 
pré-cozimento sob pressão representa um avanço tecnológico de significativa relevância que 
permitirá o acesso das populações de todos os níveis sociais aos alimentos de conveniência, 
com baixo grau de processamento e de grande aceitação, que transportem nutrientes e 
substâncias, justamente em uma época de muita crítica aos produtos alimentícios altamente 
processados (Moubarac et al., 2014).  
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2. OBJETIVOS 
 
     2.1 Objetivo Geral 
 
Desenvolvimento do Processo de Hidratação Diferencial Controlada de Alta Retenção 
de Sólidos Solúveis (PHDC) para a produção de Soja Integral Pré-cozida com Alto 
Teor de Isoflavonas Agliconas. 
 
     2.2 Objetivos Específicos 
 
 
2.2.1 Estudar os parâmetros operacionais do Processo de Hidratação Diferencial 
Controlada (PHDC);  
2.2.2 Estudar os parâmetros operacionais de maior influência na transformação das 
isoflavonas em agliconas pelas ação das enzimas endógenas da soja, durante a 
hidratação pelo PHDC, a incubação e o tratamento térmico; 
2.2.3 Estudar o efeito do tratamento térmico em quatro níveis de temperatura na 
transformação das isoflavonas em agliconas, após a hidratação dos grãos de soja pelo 
PHDC.  
 
 
20 
 
 
 
CAPÍTULO 2 – Novel process of hydration, followed by incubation and thermal 
                processing for high isoflavone bioconversion in soybeans 
Franz R. Salces, Maurício A. Rostagno and Jaime Amaya-Farfan 
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Highlights 
• Limited hydration allows more effective isoflavone bioconversion in soybeans 
• Controlled hydration obviates using exogenous enzymes to produce aglycone 
isoflavones 
• Controlling hydration of the soybean will avoid leaching of soluble grain components 
• Controlled hydration of beans should reduce water expenditure during processing 
• Nutrification of grains could be done using the principle of controlled hydration 
 
 
Graphical abstract 
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CAPÍTULO 3 – Accelerated Bioconversion of Isoflavones in Whole Soybean using 
Controlled Hydration and Thermal Treatment 
Franz R. Salces, Maurício A. Rostagno and Jaime Amaya-Farfan. 
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CAPÍTULO 4 - DISCUSSÃO 
 
As matérias-primas foram processadas de acordo com o planejamento experimental 
dos parâmetros operacionais (variáveis independentes) de maior influência no PHDC e das 
propriedades funcionais e de conveniência dos produtos (variáveis dependentes ou respostas). 
Após a determinação das condições de contorno das variáveis operacionais, foi realizada a 
otimização do PHDC em função do tempo e da temperatura na transformação das isoflavonas 
em agliconas e derivados. A hidratação (Item 9.1) e a incubação (Item 9.5) das amostras 
foram executadas nas condições otimizadas de atividade das endoenzimas β-glicosidases, 
visando obter a maior conversão das isoflavonas em agliconas, tanto pelas enzimas endógenas 
como pelo efeito térmico (Item 9.9), durante o cozimento dos grãos de soja. 
1. Tempo de Hidratação (tH) 
O processo de hidratação foi realizado em uma grande faixa de temperatura (30 – 80 o 
C) e velocidade (5-30 rpm), ajustando-se o tempo de hidratação (Tabela 3) para a absorção 
total do volume equivalente (Veff). A hidratação dos grãos aumentou a umidade da matéria-
prima de 8.6% para valores entre 57.35% e 60.47%; isso representa um aumento médio de 
5.78 vezes o conteúdo inicial da umidade. Considerando a média de 58.3 ± 1.4 %, os 
resultados indicaram que a quantidade de água absorvida pelos grãos de soja foi similar para 
todos os tempos de hidratação. Esses resultados são muito importantes do ponto de vista da 
eficiência do processo, particularmente para uma produção em grande escala, devido ao 
rendimento, consumo de água e energia, e considerações gerais de custo. 
 
2. Otimização do tempo de hidratação (tH) 
 
Os ensaios de hidratação foram realizados seguindo o delineamento experimental nas 
diferentes temperaturas (30-80 °C) e velocidades (5-15 rpm) até  absorção total do Veff 
predeterminado. A Figura 4 mostra que a temperatura (tH) teve a maior influência na 
velocidade de hidratação dos grãos, em uma ampla faixa de velocidade de rotação (V). O 
tempo necessário para a absorção total do Veff, ao longo de todas as condições, variou de 45 
min (80 °C, 10 rpm) a 270 min (30 °C, 10 rpm). Em função desses resultados, a otimização da 
hidratação pelo PHDC corresponde às coordenadas de 80 °C e 10 rpm, para o nível de tempo 
mínimo de 45 min. Entretanto, em função do nosso principal objetivo, que é  promover a 
máxima conversão das isoflavonas em agliconas, as coordenadas de otimização 
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corresponderam a 55 °C; 15 rpm, para um tempo de absorção total de 90 min. A aplicação do 
fator (fVeff = 0.85) de correção do volume efetivo (Tabela 6, 7 e 8, Anexo III) reduziu o tempo 
de absorção total para 60 min. Essas condições experimentais foram aplicadas para todos os 
testes de hidratação, incubação e tratamento térmico nesta pesquisa. 
 
Tabela 3. Condições experimentais utilizadas no processo de hidratação, os tempos e o 
teor de umidade final 
 
 
É importante ressaltar que a velocidade de rotação da cuba de hidratação está 
associada à formação de um filme uniforme e constante na superfície dos grãos; velocidades 
baixas aumentam o tempo de absorção por apresentar áreas dos grãos não cobertas pelo 
solvente. Embora o tempo de hidratação possa ser reduzido com o aumento da temperatura, o 
que resultaria em custos menores e maior produtividade no processamento, a principal 
vantagem do controle da temperatura está relacionado às condições ótimas de atividade das 
enzimas endógenas, que resulta em maior eficiência na conversão das isoflavonas em 
agliconas e derivados.  
3. Conversão de Isoflavonas em Agliconas e Derivados durante o Processo de 
Hidratação Diferencial Controlado - PHDC. 
O conteúdo de isoflavonas totais e derivados determinados nos diferentes tratamentos estão  
Experimentos Temperatura (o C) Velocidade (rpm) Tempo (min) Umidade (%) 
1 37 7 240 59,72 
2 73 7 85 58,15 
3 37 13 225 59,23 
4 73 13 70 56,14 
5 30 10 270 60,13 
6 80 10 45 57,39 
7 55 5 150 57,35 
8 55 15 90 60,47 
9 55 10 150 57,55 
10 55 10 120 57,35 
11 55 10 125 57,50 
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Figura 4. Otimização do tempo de hidratação (tH) em função da temperatura (TH) e da 
velocidade de hidratação (VH) 
Regressão para as Variáveis Dependentes: t (min); R=,96636342 R²= ,93385827 
Ajuste R²= ,91732284 F (2,8 )= 56,476 p<,00002 Erro Padrão estimado: 21,266 
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apresentados na Tabela 4 e nas (Figura 5 a 17).  O efeito do processo de hidratação no 
conteúdo de isoflavonas totais (Figura 5) das formas glucosídicas (Figura 6) e agliconas 
individuais (Figura 7) pode ser observado nos gráficos de superfície de resposta gerados pelos 
modelos matemáticos de regressão. 
Incialmente, a matéria-prima apresentou pequenas quantidades das agliconas (Tabela 
4). Entretanto, os resultados indicaram que a hidratação teve um efeito significativo na 
mudança do perfil das agliconas, pois houve uma redução drástica na quantidade de 
isoflavonas glucosídicas (Figura 6) e malonil e acetil glucosídicas (Figura 14,15, 16 e 17) e 
um aumento na quantidade de isoflavonas agliconas que alcançaram valores de até 187.87 
µg.g-1 nas condições de 55 oC e 15 rpm (Figura 7). Nessas condições, a diadzeina (Figura 8), a 
genisteína (Figura10) e a gliciteina (Figura 12) apresentaram os maiores valores (Tabela 4), 
mostrando a alta atividade enzimática, especialmente na produção da diadzeina precursor do 
(S)-Equol. 
Em contraste, a quantidade de isoflavonas glicosídicas (Figura 6) foi reduzida de 
917.13 µg.g-1 para 741.49 µg.g-1 (80 oC e 10 rpm) e para 413,62 µg.g-1 (55 oC e 15 rpm), nas 
condições ótimas de atividade das endoenzimas, representando uma redução entre 19.15% e 
54.90%. A temperatura teve a maior influência na concentração de glicosídeos totais (Figura 
6) e, como esperado, as condições que produziram as menores quantidades de glicosídeos 
resultaram no aumento das agliconas, mostrando a interconversão entre as formas 
glucosídicas para as formas agliconas (Jackson et al., 2002; Uzzan et al., 2007; Pananun et al., 
2012).  
A transformação das isoflavonas em agliconas durante o processo de hidratação da 
soja pelas enzimas endógenas, a princípio, está relacionada à temperatura ótima de atividade 
destas enzimas, à disponibilidade dos substratos (no PHDC, a concentração dos substratos 
solúveis é de 100 % dos contidos nas matérias-primas) e à mobilidade das enzimas nas 
condições ideais de atuação. A avaliação dessa resposta é muito importante porque mostra a 
eficiência das enzimas endógenas na transformação das isoflavonas em agliconas e o efeito 
das variáveis operacionais temperatura e velocidade. Esses resultados são coerentes, 
considerando que a temperatura ótima da atividade da β-glucosidase endógena da soja é de 50 
o C. Como observado, a área de máximo de isoflavonas totais na Figura 5 está localizada na 
faixa de temperatura entre 40 a 50 °C e velocidades entre 10 a 15 rpm.  
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Tabela 4. Efeito da temperatura e da velocidade de rotação no perfil de Isoflavonas, Agliconas 
e Derivados (µg.g-1)  
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Figura 5. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (Th) do processo no conteúdo de Isoflavonas Totais 
(Total) 
Proc 
  
 
Cód 
Condicões 
  
  Di 
  
Gly 
  
Gi 
  
Mdi 
  
MGly 
  
Mgi 
  
De 
  
Gle 
  
Agi 
  
Ge 
  
Tot Iso  
  
Tot Glic 
  
Tot Aglic 
  
 
 
M-prima 102.9 41.5 204.6 144.7 40.2 383.0 0.3 1.9 0.3 8.0 927.3 917.1 10.2 
I -1; -1 37⁰C/7rpm 49.9 20.7 183.1 91.6 17.0 281.7 28.7 1.4 0.3 7.7 682.3 644.2 38.2 
II +1; -1 73⁰C/7rpm 81.8 21.1 178.2 86.8 17.5 257.2 21.9 1.5 0.2 15.1 681.3 642.8 38.5 
III -1; +1 37⁰C/13rpm 57.3 19.8 176.2 104.3 29.4 259.5 35.9 1.7 0.2 7.7 692.1 648.8 45.3 
IV +1; +1 73⁰C/13rpm 89.1 31.1 204.4 97.2 20.4 289.3 26.0 1.7 0.3 18.1 778.5 732.7 45.8 
V -1.41; 0 30⁰C/10rpm 61.7 35.7 117.2 91.5 19.8 245.7 35.6 1.6 0.2 11.7 620.8 571.8 48.9 
VI +1.41; 0 80⁰C/10rpm 75.2 14.7 252.7 92.9 19,2 286.5 19.3 1.8 0.3 8.5 771.1 741.5 29,6 
VII 0; -1.41 55⁰C/5rpm 51.0 14.8 93.7 85.3 20.1 239.9 78.9 1.8 0.3 38.9 624.7 505.1 119,6 
VIII 0; +1.41 55⁰C/15rpm 38.8 21.1 83.0 68.3 17.5 185.6 119.3 16.8 0.2 51.8 601.5 413.6 187,9 
IX 0;0 55ºC/10rpm 54.2 24.7 183.0 99.8 25.8 267.2 78.4 11.9 0.2 33.4 778.5 654.8 123.7 
X 0;0 55ºC/10rpm 54.8 23.0 176.2 99.5 25.8 270,8 79.1 12.0 0.0 33.4 774.8 650.3 124.5 
XI 0;0 55⁰C/10rpm 54.47 23.8 179.6 99.7 25.8 269.0 78.7 11.9 0.2 33.4 776.6 652.6 124.2 
Tot Isoflav 
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Figura 6. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (Th) do processo no conteúdo de Total Glucosídeos 
(TTGluc) 
 
 
Figura 7. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (Vh) e 
da Temperatura de Hidratação (Th) do processo no conteúdo de Total Agliconas 
(TTAglic) 
Em relação ao conteúdo das isoflavonas totais, houve uma redução na faixa de 19.15% 
e 54.90%, que correspondem, exatamente, às taxas das isoflavonas agliconas 80o C/10 rpm 
(inativação enzimática) e 55o C/15 rpm (temperatura ótima de atividade da endoenzima), 
respectivamente. Por outra lado, a redução na quantidade de isoflavonas totais, entre as 
formas químicas das isoflavonas, está relacionada com a menor massa molecular das formas 
agliconas em relação às suas respectivas formas glucosídicas. Por exemplo, a genistina 
(Figura 10) tem uma massa molecular de 432.37 g.mol-1 enquanto na genisteína (Figura17), a 
massa molecular é de 270.24 g.mol-1, o que representa uma redução de aproximadamente 
Tot Clucosideos 
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37.5% na massa molecular. Nesse contexto, a menor massa das moléculas de todas as formas 
agliconas em relação às formas glucosídicas explica a redução da quantidade total de 
isoflavonas. É importante ressaltar que não há perda de solvente no processo, 
independentemente do tempo de hidratação, uma vez que a totalidade de água de hidratação é 
absorvida pelos grãos, e o conteúdo de isoflavonas é mantido constante. Embora o tempo de 
hidratação possa ser reduzido com o aumento da temperatura, é necessário considerar que a 
conversão das isoflavonas glucosídicas (Figura 8, 10 e 12) em agliconas, pela ação 
enzimática, ocorre em temperaturas baixas. Os derivados resultantes como as isoflavonas 
residuais, acetil e malonil glucosídicas, podem ser transformados nas formas glucosídicas 
(Figuras 14, 15, 16 e 17) e, posteriormente, em agliconas, com o aumento do tratamento 
térmico, resultando em maior conversão. 
   
Figura 8.  Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (th) do Processo no conteúdo de Diadzeina (Di) 
 
   
Figura 9. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (TH) do processo no conteúdo de Daizina (De) 
 
De 
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Figura 10. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (TH) do processo no conteúdo de Genisteína (Gi) 
  
Figura 11. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (TH) do processo no conteúdo de Genistein (Ge) 
 
   
Figura 12. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (Th) do processo no conteúdo de Gliciteína (Gly) 
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Figura 13. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (TH) do processo no conteúdo de Gliciteín (Gle) 
 
    
Figura 14. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (TH) do processo no conteúdo de Malonil-Diadzeina 
(MDi) 
  
Figura 15. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (TH) do processo no conteúdo de Malonil- Gliciteína 
(MGly) 
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Figura 16. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (TH) do processo no conteúdo de Malonil- Genisteína 
(MGi) 
 
 
  
Figura 17. Gráficos de Superfícies de Respostas do efeito da Velocidade de Rotação (V) e 
da Temperatura de Hidratação (TH) do processo no conteúdo de Acetil Genisteína (Agi) 
 
A otimização do processo visando o maior rendimento em agliconas, ou seja, uma 
ação eficiente das enzimas endógenas em tempo de hidratação compatível com o 
processamento, pode ser observada na interseção da velocidade com a temperatura na área 
máxima de agliconas (Figura 7). Os parâmetros que satisfazem essa condição correspondem a 
um valor de temperatura de 54°C e velocidades maiores a 10 rpm, resultando em valores de 
agliconas entre 175 a 200 µg.g-1 e tempos de hidratação próximos a 60 minutos. O gráfico de 
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superfície indica que valores superiores ou inferiores a esta temperatura e velocidades de 
rotação menores a 10 rpm produzem menores quantidades desses compostos. Esses 
parâmetros operacionais representam condições adequadas, em termos de conversão de 
isoflavonas em agliconas, e tempos de hidratação compatíveis com um processamento 
industrial eficiente, permitindo ainda que, durante a incubação e o tratamento térmico, 
continuem as conversões das isoflavonas e derivados. Uma vez que as condições de 
hidratação otimizadas foram determinadas, foi avaliado o efeito do tempo da incubação dos 
grãos de soja na conversão das formas químicas das isoflavonas glicosídicas e malonil pelas 
β-glucosidases endógenas, e pela hidrólise térmica durante o pré-cozimento.  
      4. Retenção de Isoflavonas 
A grande vantagem da hidratação pelo PHDC é permitir a retenção de agliconas 
bioconvertidas, enquanto as enzimas endógenas ainda estão em atividade, resultado que se 
torna evidente pela inspeção da constância quase molar das isoflavonas totais (Tabela 4). Ao 
contrário da imersão estática, no PHDC, os grãos foram uniformemente expostos a 
quantidades limitadas (Veff) de água enquanto a água se difunde para o interior dos grãos, 
impulsionada por um gradiente de concentração de umidade. Uma vez que o equilíbrio de 
entumescimento está próximo a ser atingido, as sementes não ficam mais expostas à água, o 
que evita a difusão reversa e a perda de material solúvel, enquanto a ação enzimática 
contínua.   
5. Incubação 
As amostras de soja hidratadas pelo PHDC nas condições ótimas de atividade das β-
glicosidases (54 °C, 15 rpm/60 min) foram submetidas à incubação nessas mesmas condições 
e monitoradas ao longo de 12 horas. Os resultados estão apresentados na Tabela 5 e na Figura 
18. Aumentando-se o tempo de incubação, foi possível aumentar a quantidade de isoflavonas 
agliconas resultantes da hidrólise enzimática, alcançando um máximo de 247.97 µg.g-1, 
depois de 12 horas (tempo máximo compatível com a manutenção das propriedades 
sensoriais). Houve uma redução da quantidade de isoflavonas glicosídicas e um aumento da 
quantidade das agliconas, o que mostrou a importância da incubação para maximizar a taxa de 
conversão das isoflavonas para agliconas. Observou-se, também, uma redução na quantidade 
de isoflavonas totais, possivelmente relacionada com a interconversão entre as formas 
químicas com menor massa molecular das agliconas em relação às formas glicosídicas. 
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 Tabela 5. Efeito da Incubação e do Tratamento Térmico no Perfil de Isoflavonas, 
Agliconas e Derivados (μg·g-1) 
 
 
Di Gly Gi Mdi MGly Mgi De Gle Agi Ge Total Total Glucosideos Total Aglicona % glucosideos mantida 
54/15/15/2/A 67,34 41,00 139,27 94,14 26,10 262,45 84,55 12,54 15,11 38,11 780,62 645,42 135,20 57,76 
54/15/4/B 56,37 38,60 113,48 79,95 26,55 246,36 113,60 14,34 4,53 43,50 737,29 565,85 171,44 50,64 
54/15/6/C 49,09 36,21 113,55 73,65 23,53 224,92 118,92 15,43 16,87 51,91 724,07 537,82 186,25 48,13 
54/15/8/D 50,14 34,36 122,67 66,04 20,02 192,34 126,81 18,11 11,31 49,70 691,50 496,89 194,62 44,47 
54/15/10/E 49,55 35,48 109,99 50,00 20,36 181,41 149,92 19,00 26,19 58,35 700,23 472,97 227,26 42,33 
54/15/12/F 55,61 37,54 125,98 44,33 12,28 168,18 160,43 20,71 6,50 66,82 698,38 450,41 247,97 40,31 
               
54/15/2/TT5/I 81,38 42,93 187,34 67,95 23,04 220,28 82,26 10,12 12,18 38,56 766,04 635,10 130,94 56,84 
54/15/4/TT5/II 69,70 40,23 149,16 53,47 24,98 196,97 117,15 17,40 7,90 42,89 719,84 542,40 177,44 (8%) 48,54 
54/15/6/TT5/III 54,69 29,11 143,56 47,74 20,97 187,46 127,88 17,23 0,26 53,11 682,01 483,79 198,22 (6%) 43,30 
54/15/8/TT5/IV 48,98 24,98 107,65 45,59 20,53 184,32 150,64 21,31 0,27 62,74 667,01 432,32 234,69 (25%) 38,69 
54/15/10/TT5/V 40,91 21,59 93,55 48,02 18,72 170,95 174,46 29,78 13,51 69,95 681,43 407,25 274,18 (9%) 36,45 
54/15/12/TT5/VI 40,48 18,08 112,09 49,61 11,26 151,84 180,91 28,28 0,26 74,15 666,95 383,61 283,34 (14%) 34,33 
 
 
A evolução das isoflavonas totais e das espécies individuais mais comuns de 
isoflavonas em amostras de soja, ao longo da hidratação e incubação, mostrou a diminuição 
progressiva das formas conjugadas e glicosiladas, contrastando com aumentos proporcionais 
das formas agliconas e da daidzeína em particular. As transformações das isoflavonas em 
agliconas durante o processo de hidratação controlada somente poderiam ocorrer pela ação 
das β-glicosidases endógenas. O efeito adicional do tratamento térmico pode ser observado 
nas variações das isoflavonas (Figura 18). As concentrações de isoflavonas no material de 
partida foram (em µmol·10-2g-1): malonilistina (78), genistina (47), malonildaidiz (29), 
glicitina (9), malonilglicitina (8), daidzina (4), genisteína (2,9), daidzeína (0,12), gliciteína 
(0,67) e acetilgenistina (0,06). Glucosídeos foram os principais e, as agliconas, as espécies 
químicas menos abundantes (3.8). Os desvios-padrão relativos para todas as isoflavonas 
foram inferiores a 4,34%. Como apontado por Rostagno et al., (2009), a temperatura 
provavelmente seria o determinante mais influente da concentração de glicosídeos totais.  
57 
 
 
 
 
Figura 18. Evolução do perfil de isoflavonas (μmol. g-²) dos grãos de soja durante o 
processo de hidratação controlada (PHDC) por 1 hora, incubação (Inc) por até 12 horas 
e tratamento térmico de 5 minutos (TT) 
 
6. Otimização do tempo de incubação (TI) 
Uma vez que as condições ótimas de hidratação foram determinadas, foi avaliado o 
efeito do tempo de incubação por um período de 12 horas na hidrólise dos glicosídeos e no 
perfil das isoflavonas após a hidratação, prévio ao tratamento térmico (Figura 18). Qualquer 
aumento na quantidade de agliconas foi, obviamente, o resultado do tempo de exposição dos 
substratos glicosídicos às β-glucosidases endógenas de soja. Nesse ponto, a quantidade total 
de espécies de agliconas atingiu o valor de 247,96 μg·g-1, enquanto os glicosídeos atingiram 
o menor valor (450,42 μg·g-1), significando que aproximadamente 51% dos glicosídeos 
originais de isoflavonas foram convertidos nas respectivas formas de agliconas. 
Quanto aos derivados de genisteína, observou-se redução na quantidade de malonil-
genistina (de 383,01 para 168,18 μg · g-1) após 12 horas de incubação, embora sem aumento 
correspondente na quantidade de genistina. Este evento sugeriu que o conjugado poderia ter 
sido convertido diretamente em aglicona. Consequentemente, e de acordo com a observação 
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acima, a quantidade de genisteína aumentou de 8,03 para 66,82 μg · g-1. No caso da 
daidzeína e seus derivados, uma redução significativa na quantidade de malonil-daidzeína 
também foi observada quando a TI foi aumentada de 2 para 12 horas. Mais uma vez, os dados 
sugerem que o tempo extra de hidrólise durante a incubação permitiu a conversão simultânea 
do conjugado malonilado em glicosídeo, e a seguir para agliconas. A diadzeina teve um 
aumento substancial em função do tempo de incubação, em comparação com as outras 
agliconas após 12 horas de incubação, a quantidade de daidzeína aumentou de 0,12 para 63,10 
µmol10-2g-1. 
7. Pré-cozimento a 121 ºC 
Embora o principal objetivo do pré-cozimento seja o desenvolvimento das 
propriedades sensoriais (textura, sabor, cor e aroma) e a inativação das substâncias 
antinutricionais da soja, o tratamento térmico também contribuiu para o aumento da 
biodisponibilidade de seus produtos resultantes. O efeito adicional da conversão das 
isoflavonas em agliconas, após a hidratação e incubação pelo pré-cozimento, mostrou o 
grande potencial do tratamento térmico na conversão das isoflavonas residuais (ou derivados) 
e consequentemente na redução do tempo total do processo. 
8. Conversão das Isoflavonas Malonil Glucossídicas 
O pré-cozimento sob pressão a 121 º C, por 5 minutos, das amostras hidratadas pelo 
PHDC e incubadas, promoveu também a conversão das isoflavonas residuais do tipo malonil 
glucosídicas, que não foram transformadas pela ação das enzimas endógenas durante a 
hidratação e incubação, para as formas agliconas e glicosídicas. A quantidade de isoflavonas 
individuais e totais produzidas é apresentada na Tabela 5 e na Figura 18. O aumento das 
agliconas devido ao tratamento térmico para as amostras com 8 e 12 horas de incubação foi de 
25 e 15%, respectivamente; houve conversão das formas malonil glucosídicas para suas 
respectivas formas glucosídicas (M. Rostagno, Palma, & Barroso, 2004). A formação de 
isoflavonas glicosídicas pela hidrólise térmica das formas malonil é muito importante para o 
aumento da biodisponibilidade, pois a absorção dos derivados glicosídicos pelos seres 
humanos é maior do que a dos derivados malonil. Essa etapa resultou em aumentos adicionais 
das três agliconas, como visto na Figura 18. Vale a pena destacar os aumentos notáveis de 
daizeína, porque essa aglicona é particularmente relatada como precursora do (S) -equol 
(Setchell et al., 2005), um metabólito da microbiota com ação fisiológica em humanos. Sua 
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concentração molar (daidzeína), no final do pré-cozimento, aumentou 593 vezes, de 0.12 
µmol.10-2g-1(na matéria-prima), para 71,16 µmol.10-2g-1. 
Em geral, o maior efeito do pré-cozimento foi aumentar ainda mais as concentrações 
finais de agliconas totais do produto intermediário incubado, em média de 14%, divididos em 
36,6% para gliciteína, 12,7% para daidzeina e 10,9% para genisteína. Como era de se esperar, 
tais aumentos foram acompanhados por decréscimos proporcionais dos correspondentes 
conjugados de malonil e glicosídeos. O modesto efeito do pré-cozimento na conversão de 
glicosídeos nas formas agliconas pode ser devido à temperatura relativamente baixa usada 
(121 °C). Existem evidências mostrando que temperaturas superiores a 150 °C seriam 
necessárias para uma hidrólise mais extensa dos glicosídeos (Rostagno et al., 2004). 
Finalmente, destaca-se que o aumento na quantidade de daidzeína que não poderia ser 
explicado pela conversão hidrolítica direta de daidzina e malonil-daidzina para a aglicona 
(63.10 µmole10-2g-1), no final da TI, ou 71.16 µmole10-2g-1, no final do pré-cozimento, 
poderia ser explicado pela ação de hidroxilases endógenas específicas. Reações que levaram a 
interconversões simultâneas de genistina em daidzina e, seguidas por hidrólise, à daidzeína, 
foram relatadas ocorrendo em soja (Artigot, Baes, Daydé, & Berger, 2013; Barnes, 2010; 
Dixon e Steele, 1999; Hakamatsuka, Mori, Ishida, Ebizuka e Sankawa, 1998;). Em apoio a 
esta interpretação, existe o fato de que a soma molar original de todas as formas contendo a 
molécula de genisteína (121.26 µmole10-2g-1) poderia, na maioria das vezes, explicar a 
soma final total de todas as formas da genisteína (90.75 µmole10-2g-1), mais as formas 
contendo daidzein inexplicadas (37.37 µmole10-2g-1). A diferença entre essas duas fontes 
(6.86 µmole10-2g-1) pode ser explicada por outra fonte ou por eventuais perdas mínimas.   
 
9. Conversão de Isoflavonas durante o processo de Hidratação Diferencial Controlada e 
do Tratamento Térmico em Quatro Temperaturas 
O tratamento térmico a 121 °C aplicado às amostras hidratadas e incubadas entre 2 a 
12 horas mostrou que a transformação das isoflavonas glucosídicas para agliconas foi 
significativa, atingindo um máximo de 25% em 8 horas de incubação. Em função desses 
resultados, foi estudado o efeito do tratamento térmico na conversão das isoflavonas das 
amostras hidratadas pelo PHDC, sem incubação, em quatro níveis de temperatura 
(105;115;121,134 °C), por 5 minutos. Os resultados estão expostos nas Figuras 19 e 20.  
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A determinação cromatográfica das principais formas de isoflavonas extraídas gerou o 
perfil representado na Figura 19. Como esperado, a matéria-prima (Figura 19B) apresenta 
altos teores de glicosídeos (picos 1, 2 e 3) e baixos teores de agliconas (picos 7, 8 e 10). Por 
outro lado, os lotes que foram tratados a 134 ºC (Figura 19C) exibiram reduções de 
conjugados de malonil (picos 4, 5 e 6) e aumentos de glicosídeos em associação com 
aumentos substanciais de agliconas. Foi interessante observar que houve um aumento da 
acetilgenistina (9), que também foi relatado quando tratada com calor seco (Chien, Hsieh, 
Kao & Chien, 2005). 
A Figura 20 mostra o aumento dos glucosídeos e das agliconas totais ocorrendo de 
forma simultânea durante a hidratação de 60 minutos, à temperatura da atividade ótima da β-
glicosidase endógena (54 ºC). Além deste ponto, podemos observar os efeitos dos tratamentos 
térmicos individuais a 105, 115, 121 e 134 ºC. O comportamento foi praticamente linear para 
as temperaturas entre 115 a 121 °C, para todas as isoflavonas e derivados, exceto para os 
glucosídeos, antes da queda final para 134 ºC. O aumento da temperatura de 54 °C para 105 
°C resultou no aumento de 90% das agliconas, mostrando que a autoclavagem das amostras a 
esta temperatura é uma alternativa interessante para seu uso como ingrediente de saladas 
minimamente processadas, ricas em agliconas e com textura adequada, especialmente porque 
aumentos posteriores da temperatura, entre 105 a 121 °C, não afetaram significativamente o 
teor de agliconas, a curva das agliconas ficou praticamente constante. Entretanto, o aumento 
das agliconas, entre  121  a 134 °C, foi de 33%. A autoclavagem a 105 ºC elevou o teor total 
de agliconas de 51,8 a 98,9 µmol / 100 g, ou quase 75% do total atingível a 134 ºC, enquanto 
a daidzeína aumentou de 33,3 para 60,7 µmol/100 g (87% do máximo atingível a 134 ºC) e 
genisteína de 31,8 a 53,1 µmol / 100 g (59,8% do máximo atingível a 134 ºC). A gliciteína, o 
menor componente, atingiu 6,5 µmol / 100 g (68% do máximo atingível a 134 ºC). Além 
disso, o aumento do rendimento em agliconas, pela autoclavagem a 134 ºC, resultou em um 
produto de cor acastanhada (marrom escuro), a opção foi autoclavar à temperatura menor, 125 
ºC, obtida por interpolação linear no intervalo entre 121 e 134 ºC. Nessa temperatura, os grãos 
ficaram com um conteúdo equivalente de agliconas e aparência natural dos grãos de soja, cujo 
valor (108,8 µmol / 100 g) está próximo do obtido pelo método de 3 estágios (Hidratação, 
Incubação e Pré-cozimento). 
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Figura 19. Mudanças cromatográficas ocorridas nos perfis das principais isoflavonas de um 
lote de amostras de soja tratadas termicamente imediatamente após hidratação pelo PHDC. A) 
Padrões; B) matéria-prima; C) perfil do produto tratado termicamente a 134 º C (picos 
identificados): 1, 2 e 3 são Di, Gli e Gi, respectivamente; 7, 8 e 10 são De, gle, GE, 
respectivamente; 9 é MGi. 
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*intercepção da reta, coordenadas (121 ºC, 98.7 µmol/100 g ; (134 ºC, 131.8 µmol/100 g) das agliconas totais  com o valor de  
temperatura de 125 ºC; y= (33.1x – 2722)/13 = 108.89 (µmol/100 g). 
 
Figura 20. Influência da temperatura do tratamento térmico na soja integral no grau de 
bioconversão entre isoflavonas. Imediatamente após a hidratação, cada lote foi autoclavado na 
temperatura estipulada e o perfil de isoflavona determinado (base seca). 
 
Em relação ao nível inicial mais baixo de isoflavonas totais encontradas nos grãos 
brutos, no estado recém-hidratado, acreditamos que seja devido às extrações incompletas 
antes do tratamento à alta temperatura. Finalmente, em relação ao aumento total de glicosídeo 
a 105 e 121 °C, da mesma forma, devemos considerar a possibilidade de bioconversões 
reversas, resultantes dessas temperaturas específicas, na matriz especial de precursores e 
produtos finais, gerados durante a hidratação controlada. Também é pertinente enfatizar a 
importância de se reduzir o número de etapas necessárias e obter simultaneamente produtos 
com o número máximo de atributos de promoção da saúde. Nesse sentido, o pré-
processamento de produtos com manipulação mínima e com uma ampla gama de aplicações é 
sempre uma opção desejável. A hidratação dos grãos de soja pelo processo PHDC, antes do 
pré-cozimento, oferece também a possibilidade de adicionar, simultaneamente, nutrientes ou 
aditivos específicos.  
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CAPÍTULO 5 -  CONCLUSÕES 
 
1. Processo de Hidratação Diferencial Controlada - PHDC 
O principal objetivo desta pesquisa - o desenvolvimento do Processo de Hidratação 
Diferencial Controlada (PHDC), sem perdas de sólidos solúveis para a produção de Soja 
Integral Pré-cozida com Alto Teor de Agliconas, foi conseguido. A incorporação do PHDC na 
operação unitária de hidratação do processo convencional mostrou ser totalmente compatível 
e necessária para a produção de alimentos de conveniência funcionais de alta 
biodisponibilidade, resultando no desenvolvimento de uma tecnologia inovadora de 
hidratação de fácil implementação em escala industrial e com grande potencial de aplicação. 
Os testes experimentais confirmaram a hipótese da hidratação dos grãos sem perdas de sólidos 
solúveis por lixiviação, introduzindo os novos conceitos – Hidratação Diferencial Controlada 
(PHDC), Volume Efetivo (Veff) e o Fator de Correção do Volume Efetivo (fVeff = 0.85) – e 
permitindo a otimização do processo em função das variáveis operacionais de maior 
influência, isto é, a velocidade de rotação e a temperatura do solvente. Essa tecnologia 
constitui uma inovação incremental de grande importância, visando o desenvolvimento de 
uma nova linha de pesquisa à base de matérias-primas vegetais.  
 
2. Desenvolvimento e Construção do PHDC-Rotator 
Foi construído o equipamento de laboratório denominado PHDC-Rotator que 
incorporou os conceitos do PHDC, promovendo a hidratação rápida e uniforme dos grãos sem 
sobrenadante, devido à formação de um filme de solvente em equilíbrio dinâmico (sistema 
grãos/solvente). O PHDC-Rotator, além da função principal de hidratar, permite também 
incubar, inativar enzimas, pasteurizar e agregar substâncias solúveis às matérias-primas 
(vitaminas, minerais, corantes, temperos, antioxidantes etc.), entre outros.  
 
3. Otimização 
A otimização do processo de hidratação, incubação e tratamento térmico (processo de 
3 estágios), assim como o processo de hidratação e tratamento térmico em quatro níveis de 
temperaturas (2 estágios), devido à complexidade das variáveis e combinações, requereu o 
uso da metodologia matemática, RSM (Response Surface Methodology), que  mostrou ser 
uma ferramenta adequada e eficiente para a análise dos dados e a otimização do processo. O 
tempo de hidratação menor que 60 minutos correspondeu à temperatura de 80 °C e 
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velocidades entre 10 a 15 RPM. A matéria-prima apresentou pequenas quantidades de 
isoflavonas agliconas (10.23 µg.g-1), porém a hidratação provocou uma mudança significativa 
no perfil das isoflavonas. Houve uma redução drástica na quantidade de isoflavonas 
glucosídicas e malonil glucosídicas e um aumento na quantidade de isoflavonas agliconas que 
alcançaram valores de até 185.87 µg.g-1 nas condições de 55 oC e 15 rpm. As superfícies de 
resposta mostraram uma área de máximo localizada na faixa de temperatura entre 50 a 68 °C 
e velocidades entre 10 a 15 RPM; mais propriamente, a otimização do processo correspondeu 
às condições de 54 °C e 15 rpm.  
 
4. Incubação 
Aumentando-se o tempo de incubação das amostras hidratadas pelo PHDC, foi 
possível aumentar a quantidade de agliconas produzidas pela hidrólise enzimática das β-
glucosidases endógenas da soja, alcançando um valor máximo após 12 horas. Houve uma 
redução da quantidade de isoflavonas glucosídicas e um aumento da quantidade de agliconas 
durante a incubação, mostrando que esta é necessária para continuar a hidrólise enzimática e 
maximizar a taxa de conversão daquelas formas químicas. A combinação do processo de 
hidratação controlada em condições ótimas de atividade da endoenzima (54 °C /15 rpm / 60 
minutos) com a incubação permitiu aumentar a quantidade de isoflavonas agliconas iniciais 
de 3,76 µmol / 100 g  para o ponto final de 95.2 µmol/100 g, representando um aumento de 
25.32 vezes, ou para converter, aproximadamente, 51% das formas glicosídicas totais em 
agliconas.  
 
5. Pré-cozimento a 121ºC 
Os tempos de incubação e tratamento térmico, nas condições otimizadas do PHDC, 
aumentaram a biodisponibilidade dos produtos, mostrando novas possibilidades de 
combinações das variáveis na operação unitária de hidratação e cozimento. O tratamento 
térmico a 121 °C aplicado às amostras hidratadas e incubadas, entre 2 a 12 horas, mostrou que 
a transformação das isoflavonas glucosídicas em agliconas foi significativa, atingindo um 
aumento máximo de 25% em 8 horas de incubação. Por outro lado, houve também um 
aumento das isoflavonas glucosídicas pela transformação das malonil isoflavonas residuais 
resultantes do PHDC e da incubação. A formação de isoflavonas glucosídicas é muito 
importante, pois a absorção destas pelos humanos é maior do que as malonil isoflavonas. O 
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pré-cozimento foi responsável por um aumento médio adicional de agliconas de 14.1 % sobre 
o ganho obtido no final da etapa de incubação, atingindo 65 % de conversão das formas 
glucosídicas em agliconas.  Vale ressaltar o notável incremento que o processo trouxe para os 
níveis finais de daidzeína biologicamente importantes, elevando seu conteúdo para 593 vezes 
a quantidade original encontrada nos grãos in natura.  
 
6. Tratamento Térmico em 4 Temperaturas 
Aumentos adicionais da biodisponibilidade da Soja Integral Instantânea com Alto Teor 
de Agliconas ocorreram quando os grãos hidratados foram tratados termicamente em quatro 
níveis de temperaturas selecionadas: 105, 115, 121 e 134 ºC. Na temperatura mais baixa (105 
ºC), o rendimento total de agliconas aumentou para 75% do rendimento no máximo nível do 
tratamento térmico (134 ºC). Por sua vez, a daidzeína representou 87,7% e a genisteína 68% 
do total atingível a 134 ºC. Essa grande conversão, representando 58% do teor total de 
isoflavona da soja, devido ao efeito combinado da hidratação dos grãos e do tratamento 
térmico, provou que a autoclavagem é a maneira mais adequada para obter uma hidrólise 
significativa. O tratamento térmico da soja hidratada a 125 ºC por 5 minutos pode substituir o 
processo de 3 estágios que inclui a hidratação, incubação e pré-cozimento, resultando em 
valores de conversão equivalentes (108,8 µmol / 100 g). As transformações das isoflavonas 
em agliconas no pré-cozimento foram complementares, pois propiciaram a conversão parcial 
das formas ou derivados maloni-isoflavonas glucosídicas residuais em isoflavonas 
glucosídicas.  
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7. SUGESTÕES PARA FUTUROS TRABALHOS 
 
O desenvolvimento do PHDC representa uma inovação diferencial que deve substituir 
completamente a hidratação convencional dos grãos em geral, devido ao controle da 
velocidade de hidratação, à retenção total dos sólidos solúveis, e também por modificar as 
características nutricionais, funcionais e sensoriais dos grãos, através do enriquecimento e/ou 
reposição de micronutrientes (vitaminas, minerais, antioxidantes, flavors etc.). Em função dos 
resultados obtidos, sugerimos continuar esta nova linha de pesquisa, explorando os aspectos 
elencados a seguir. 
 
8. Cinética de hidratação 
Estudar novos modelos matemáticos de hidratação dos grãos pelo PHDC, 
considerando as variáveis relacionadas com a matéria-prima (tamanho de partículas, 
composição centesimal, tempo de armazenamento etc.), a geometria do sistema (cilíndrico, 
esférico, quadrado, tipo e posição dos misturadores etc.) e as variáveis operacionais 
(temperatura, velocidade de rotação, tipo e inclinação das pás do misturador, adição total ou 
gradual das soluções de hidratação etc.). 
 
9. Incorporação de sólidos solúveis 
Realizar estudos de enriquecimento e/ou reposição de micronutrientes e substâncias 
funcionais e sensoriais (vitaminas, minerais, pigmentos, antioxidantes, corantes, peptídeos 
enzimas, saponinas, inibidores de proteases, lectinas, peptídeos, oligossacarídeos, ácidos, 
bases etc.), utilizando o solvente como veículo durante a hidratação pelo PHDC. 
 
10. Vantagens do PHDC em relação aos métodos convencionais de hidratação 
Realizar estudos comparativos sobre as vantagens do uso do PHDC em relação aos 
processos convencionais de hidratação nos diversos tratamentos (incubação, tratamento 
térmico, químico, enzimático etc.) nas propriedades nutricionais, funcionais e sensoriais dos 
alimentos de conveniência e outros derivados à base de grãos.   
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ANEXO I.  
1.1 PHDC-Rotator - Equipamento experimental Escala de Laboratório. 
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ANEXO II.  
MATÉRIA-PRIMA 
2.1 Figura 21. Cultivar de Soja BRS 216- produzida pela Empresa Brasileira de 
Pesquisa Agropequária – EMBRAPA 
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ANEXO III. 
3.1 Determinação do fator de redução (fVeff) do volume efetivo de hidratação (Veff) 
MI-Testes preliminares de hidratação convencional (estática) da soja 
Determinação do Volume Equivalente (Veq) 
Matéria Prima : Soja BR216 
Lavagem dos Grãos: lavagem rápida (30 segundos) água potável. 
A= 100 g 
S= 300 ml (àgua potável) 
TºC= Temperatura Ambiente 
Hidratação: Os grãos de soja, após lavagem rápida, foram macerados com água na relação de 1:3, 
grãos/água à temperatura ambiente entre 1 a 12 h. Os resultados estão expostos na Tab 6. 
Nomenclatura: 
VAbsMx: Volume de Absorção Máxima(ml) determinado pelo método convencional 
(24horas/TAmbiente/1:3; Grãos: Água) 
Veff: Volume Equivalente (ml) Efetivo absorvido em função do tempo à temperatura ambiente. 
Vif: Volume Intersticial Final (ml), Volume de água entre os grãos hidratados. 
Vres: Volume Residual (solvente), diferença entre o VAbsMx e o Volume de água absorvida(Veff) 
em função do tempo das condições de trabalho (temperatura, velocidade de rotação, tipo de 
matéria prima, etc) e da metodologia de hidratação usada (convencional estática, PHDC, etc) 
tAbs: tempo de Absorção em função das condições de trabalho (temperatura, rotação, etc). 
feff: fator de correção do Volume de Absorção Máxima (Vmax). 
 
 Tabela 6. Absorção Máxima versus Volume Residual – Sistema Estático (Tamb) 
Teste AbsMax (ml) *Vif (ml) tAbs (h) VEff (ml) Vres (ml) Rel=Veff/AbsMx Observações
1 130 125 4 119 11 0,92 Redução de 8,5% do Veff
2 130 125 12 120 10 0,92 Redução de 8,5% do Veff
3 130 125 16 124,8 5,2 0,96 Redução de 4,0% do Veff
4 130 125 24 129,3 0,7 0,99 Redução de 0,5% do Veff  
* sobrenadante após hidratação máxima (12 h a tamb) 
 
 
 
Figura 22. Hidratação Estática em função do tempo 
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Figura 23. Hidratação Estática e Volume Residual (Vres) em função do tempo (tAbs) 
 
3.3 II- Cálculos do percentual de solvente residual em relação ao Veff 
A absorção de água dos grãos de soja utilizando o método convencional de hidratação 
atingiu a faixa de umidade adequada para fins do processamento por via úmida, que fica entre 80 
a 90 %, em aproximadamente 4 horas, sendo que o aumento entre 4 e 12 horas não foi 
significativo (0,8%). O incremento entre 4 e 24 horas foi de apenas 4,7%. Por outro lado, 
observamos que a percentagem de água não absorvida (volume residual) em relação à absorção 
máxima (130 ml) determinada pelo método convencional (12 horas à temperatura ambiente) foi 
de cerca de 20%. Esta água continha uma grande parte dos sólidos solúveis lixiviados; este nível 
de absorção foi adotado como base para a determinação do fator de redução do Veff teórico. 
Como pode ser verificado na Figura 22, a absorção, a partir desse nível, se tornou muito lenta; 
assim, para atingir 99% da absorção, foram necessárias mais 20 horas. A partir desse ponto, o 
aumento da absorção mostrou um comportamento assintótico, com aumentos relativamente 
pequenos em tempo longos.  
Em função dessas observações e, considerando que o nível de absorção adequado para as 
operações posteriores de incubação e tratamento térmico não precisa ser superior a 60%, 
realizamos testes experimentais visando determinar um fator de redução do volume da absorção 
máxima, que permita o esgotamento total do volume efetivo (Veff), ou seja, que o volume residual 
seja zero no menor tempo possível (Figura 23). Para a determinação do fator de redução do 
volume, denominado feff, foram realizados os testes experimentais mostrados na Tabela 7. É 
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importante ressaltar que para a determinação do fator de redução do volume foram utilizados os 
dados determinados no processo convencional de hidratação; entretanto, os testes experimentais 
foram realizados através do processo dinâmico de hidratação diferencial controlada (PHDC) que 
constitui o objetivo principal desta pesquisa. Conforme constatado anteriormente, o PHDC 
mostrou ser mais eficiente em relação ao processo convencional, por ser um processo dinâmico. 
As variáveis Velocidade e Temperatura foram fixadas em 4 rpm e 80 ºC, respectivamente, por 
serem o menor nível de velocidade e a maior temperatura operacionais, dentro do planejamento 
experimental predeterminado. 
3.4 III- Determinação do fator de redução do volume efetivo (Veff)  
O fator de redução (fVeff) foi determinado a partir da relação entre a absorção máxima na 
hidratação estática e a hidratação dinâmica (PHDC). Esse fator mede o tempo necessário para que 
o Veff seja absorvido totalmente, ou seja, para que o sobrenadante seja zero. O objetivo desse fator 
é determinar o tempo mínimo de absorção total com todos os sólidos solúveis no interior dos 
grãos. A absorção máxima no sistema estático, para a matéria prima adotada, foi de 
aproximadamente 130 ml em cerca de 12 horas. A partir desse valor, foram realizados testes 
preliminares, nas condições estabelecidas no delineamento estatístico, que mostraram resíduo 
zero no sistema dinâmico (PHDC).  
Os testes preliminares mostraram que, para que a hidratação dinâmica seja rápida e 
eficiente, sem prejudicar os tratamentos posteriores, como a incubação e tratamento térmico, os 
grãos de soja deveriam ser hidratados em níveis menores que a hidratação de referência ou 
volume de absorção máxima (VAbsMáx). Foi determinado que, para obter maior eficiencia na 
incubação e no tratamento térmico, a hidratação dos grãos deve ficar na faixa de 80 a 90%. Em 
função desses resultados, para a determinação do fator de redução do volume de água, foram 
realizados testes experimentais, iniciando com uma redução de 20% (feff =0,80) do volume de 
VAbsMáx (130 ml/100gramas de grãos) no sistema estático. Os resultados estão mostrados na 
Tabela 7. 
Após a aplicação do fator de redução do volume efetivo, foram observadas as 
características físicas da eficiência da hidratação. A parte plana dos cotilédones, com hidratação 
adequada, mostrou-se totalmente liso (hidratação completa); por outro lado, os cotilédones com 
hidratação deficiente mostraram superfícies côncavas (hidratação incompleta). Outro indicativo 
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foi a lixiviação dos sólidos solúveis durante a hidratação na água de maceração. A redução do 
volume efetivo (Veff) mostrou que a hidratação dos grãos com volumes menores de água evitaram 
a saída dos sólidos solúveis do interior dos grãos, e o sobrenadante ficou de cor límpida. 
3.5 IV- Aplicação do fator fVeff (0,85) no Processo de Hidratação Diferencial Controlada 
PHDC 
Baseados nos resultados obtidos no processo de hidratação estática, realizamos testes de 
aplicação do fator (fVeff) para a redução do volume efetivo (Veff), utilizando o PHDC nas 
condições de temperatura máxima (80 a 90 ºC) e rotação constante de 4 rpm (Tabela 7). Os 
resultados mostraram que para fVeff = 0,85 a hidratação dinâmica foi mais eficiente em 
comparação com a hidratação estática ou convencional, pois além de evitar a perda dos sólidos 
solúveis dos grãos, atingiu o nível adequado de umidade necesário para posteriores 
processamentos, seja para uso direto na forma de grãos pré-cozidos, ou para uso indireto na 
elaboração de produtos derivados. 
 
Tabela 7. Testes de determinação do fator de redução do volume efetivo (Veff) 
Teste T(ºC) th (h) Veff (ml) Vres(ml) Rel(Veff/Vabsm) Observações 
1 Amb 4 100 +30=130 5 125/130=0,96 
 
fVeff =1 
2 80 2 70+50+30=130 5,4 124,6/130=0,96 fVeff =1 (BR216) 
 
3 90 2 130 0 130/130=1,00 fVeff =1 
4 80 1:20 130*0,8=104 3,2 100,8/104=0,96 
[100,8/130=0,77] 
f=0,8 
5 80 2:15 130*0,85=110,5 0 110,5/110,5=1,00 
[100,8/130=0,77] 
Melhor resultado = fVeff 
=0,85 
6 80 2 130*0,85=110,5 0 110,5/110,5=1,00 
[110,5/130=0,85] 
fVeff=0,85 Repetição do 
teste anterior com redução 
do tempo p 2 horas. 
7 80 2 130*0,85=110,5 1(0) 109,5/110,5=1,00 
[110,5/130=0,85] 
fVeff =0,85 
8 
 
80 2 130*0,85=110,5 0,5 (110/110,5)=1(0,99) 
(110,5/130)=0,85 
fVeff =0,85 
Média 
(6+7+8) 
80 2 110,5 0,5 1+1+,099=0,997=1 
110,5/130,0= 0,85 
fVeff =0,85 
 
Os resultados mostraram que, para valores fixos da velocidade de rotação, a temperatura, 
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a forma de adição da água e o volume efetivo (Veff) influenciaram na absorção. No processo 
convencional ou estático, a temperatura foi a variável de maior influência na absorção da água; 
entretanto, a adição da água fracionada, em volumes de até três vezes, afetou negativamente a 
absorção, mostrando que a melhor opção para reduzir o Vres para zero e, consequentemente, o 
tempo de hidratação, foi a adição total do Veff no início da hidratação. Os testes posteriores 
utilizando o fVeff =0,85 (Tabela 8) mostraram que este fator foi eficiente para a determinação 
das variáveis de maior influência na hidratação dinâmica. 
 
Tabela 8. Testes de verificação do fator de redução (fVeff=0,85) do Volume efetivo 
(Veff=130) na hidratação no PHDC-Rotator nas condições do Planejamento Experimental 
 
Testes tH (h) Vres (ml) 
1. 37ºC/7rpm 4:00 0 
2. 73ºC/10rpm 2:00 0 
3. 80ºC/10rpm 0:45 0 
4. 55ºC/10rpm 1:45 0 
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ANEXO IV. 
Submissão do Artigo II. 
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ANEXO V. 
 
4.1 Identificação das isoflavonas através da comparação dos tempos de retenção dos espectros de 
absorção ultravioleta dos compostos separados 
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Anexo VI 
4.2 ANOVA - Análise dos Resultados 
Minimizar Maximizar Minimizar Minimizar Maximizar
ENSAIOS TªC Vel(rpm) TªC Vel(rpm) t(min) Daidzin Glycitin Genistin
Malonil-
daidzin
Malonil-
glycetin
Malonil-
genistin
Daidzein Glycitein
Acetyl-
genistin
Genistein
Total 
Isoflavones
Total 
Glucosides 
Total 
Aglicones
1 -1 -1 37 7 240 49.87 20.66 37.00 91.65 16.97 281.66 28.73 1.74 0.26 7.71 682.35 644.17 38.19
2 1 -1 73 7 85 8.78 21.14 178.20 86.78 17.46 257.23 21.91 1.51 0.22 15.12 681.34 642.80 38.54
3 -1 1 37 13 225 57.28 19.85 176.19 104.35 29.40 259.53 35.90 1.67 0.25 7.68 692.10 648.85 45.25
4 1 1 73 13 70 89.13 31.99 204.43 97.20 20.42 289.31 25.96 1.75 0.26 18.07 778.52 732.74 45.78
5 -1.41 0 30 10 270 61.70 35.69 117.19 91.48 19.85 245.68 35.60 1.65 0.25 11.69 620.77 571.83 48.94
6 1.41 0 80 10 45 75.22 14.72 252.70 92.94 19.17 286.47 19.30 1.80 0.27 8.48 771.06 741.49 29.58
7 0 -1.41 55 5 150 51.03 14.83 93.71 85.28 20.08 239.87 78.90 1.83 0.27 38.92 624.73 505.08 119.65
8 0 1.41 55 15 90 38.78 21.09 82.09 68.33 17.51 185.57 119.31 16.75 0.25 51.81 601.49 413.62 185.87
9 0 0 55 10 120 54.15 24.67 182.93 99.78 25.81 267.23 78.36 11.91 0.23 33.41 778.48 654.80 123.68
10 0 0 55 10 120 54.79 22.96 176.21 99.55 25.75 270.84 79.10 11.98 0.23 33.39 774.81 650.33 124.48
11 0 0 55 10 125 54.47 23.81 179.57 99.66 25.78 269.03 78.73 11.94 0.23 33.40 776.65 652.57 124.08
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ANOVA 
 
Variation source SQ gl QM Fcal  p-valor R2 (%) 
Hydration Time (min.) 98.2 
Regression 53712 3 17903.9 126.8 < 0,0001   
Residuals 988 7 141.2       
Lack of Fit 972 5 194.3 23.3 0.0416   
Pure Error 17 2 8.3       
Total 54700 10         
Total Isoflavones (umol/100g) 90.1 
Regression 3.032.1 5 606.4 9.1 0.0151   
Residuals 333.9 5 66.8       
Lack of Fit 333.6 3 111.2 616 0.0016   
Pure Error 0.4 2 0.2       
Total 3.366.0 10         
Total Glucosides (umol/100g) 73.7 
Regression 1480.3 5 296.1 2.8 0.1410   
Residuals 527.6 5 105.5       
Lack of Fit 526.0 3 175.3 221.3 0.0045   
Pure Error 1.6 2 0.8       
       
Total 2007.9 10         
Total Aglicones (umol/100g) 69.7 
Regression 2885.3 1 2885.3 20.7 0.0014   
Residuals 1253.0 9 139.2       
Lack of Fit 1252.9 7 179.0 7447.4 0.0001   
Pure Error 0.0 2 0.0       
Total 4138.2 10         
Total Daidzein (umol/100g) 68.0 
Regression 1163.1 1 1163.1 19.1 0.0018   
Residuals 547.9 9 60.9       
Lack of Fit 547.9 7 78.3 3721.1 0.0003   
Pure Error 0.0 2 0.0       
Total 1711.0 10         
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Modelos codificados para as respostas porcentagem de variação explicada (R2), Fcal e Ftab 
(90% de confiança) 
 
Respostas Modelos ajustados R2 Fcal Ft 
Hydrataion Time (min.) 
Y₁ = 124,71 - 78,52 x₁ + 21,03 x₁² - 
14,36 x₂ 
98,2 126,8 3,07 
Tot 
Isoflavones (µmol/100g) 
Y₂ = 182.92 - 15.75 x₁² + 6.52 x₂ - 
15.28 x₂² + 9.29 x₁ x₂ 
82,8 9,1 3,45 
Tot Gucosides (µmol/100g) 
Y₃ = 60 + 6,04 x₁ + 5,08 x₁² + 2,73 x₂ 
- 9,80 x₂² + 6,96 x₁ x₂ 
73,7 2,8 3,45 
Tot Aglicones (µmol/100g) Y₄ = 48,06 - 21,60 x₁² 69,7 20,7 3,36 
Tot Daidzein (µmol/100g) Y₅ = 31,51 - 13,72 x₁² 68,0 19,1 3,36 
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Time Hydration
Factors
Coefficients of 
regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 121.67 7.9 15.5 0.0000 53712 3 17904 126.8 0.0000
x1 (L) -78.52 4.8 -16.3 0.0000 988 7 141
x1 (Q) 21.98 5.7 3.8 0.0122 972 5 194 23.3 0.0416
x2 (L) -14.36 4.8 -3.0 0.0309 17 2 8
x2 (Q) 3.23 5.7 0.6 0.5978 54700 10
x1 x2 0.00 6.8 0.0 1.0000
Source of 
variation
Total
Residues
Lack of fit
Regression
Pure error
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Daidzin
Factors
Coefficients of 
regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadrati
c mean
FCalc p-value
Mean 54.5 10.1 5.4 0.0030 2517.8 5 503.6 1.6 0.3
x1 (L) 1.2 6.2 0.2 0.8501 1539.8 5 308.0
x1 (Q) 5.6 7.4 0.8 0.4794 1539.6 3 513.2 5011.6 0.0
x2 (L) 8.8 6.2 1.4 0.2151 0.2 2 0.1
x2 (Q) -6.1 7.4 -0.8 0.4438 4057.6 10
x1 x2 18.2 8.8 2.1 0.0923
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
 
 
Glycitin
Factors
Coefficients of 
regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 23.8 3.9 6.1 0.0018 171.2 5 34.2 0.7 0.6262
x1 (L) -2.1 2.4 -0.9 0.4168 231.7 5 46.3
x1 (Q) 1.2 2.9 0.4 0.7040 230.3 3 76.8 105.0 0.0094
x2 (L) 2.4 2.4 1.0 0.3716 1.5 2 0.7
x2 (Q) -2.5 2.9 -0.9 0.4280 402.9 10
x1 x2 2.9 3.4 0.9 0.4309
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
 
 
Genistin
Factors
Coefficients of 
regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 179.6 17.4 10.3 0.00015 34456 4 8614 10.9 0.00638
x1 (L) 45.1 10.6 4.2 0.00817 4723 6 787
x1 (Q) 5.8 12.7 0.5 0.66521 4701 4 1175 104.097 0.00954
x2 (L) 18.6 10.6 1.7 0.1406 23 2 11
x2 (Q) -42.7 12.7 -3.4 0 39180 10
x1 x2 -28.2 15.1 -1.9 0.11949
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
 
 
95 
 
 
 
Malonil-Daidzin
Factors
Coefficients of 
regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 99.7 5.9 16.9 0.0000 465.5 5 93.1 0.9 0.5485
x1 (L) -1.2 3.6 -0.3 0.7445 522.0 5 104.4
x1 (Q) -1.1 4.3 -0.3 0.8075 522.0 3 174.0 13,147.8 0.0001
x2 (L) -0.1 3.6 0.0 0.9776 0.0 2 0.0
x2 (Q) -8.8 4.3 -2.0 0.0958 987.4 10
x1 x2 -0.6 5.1 -0.1 0.9155
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
 
Malonil Glycitin
Factors
Coefficients of 
regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 25.8 2.0 12.9 0.0000 121.6 5 24.3 2.0 0.2264
x1 (L) -1.2 1.2 -1.0 0.3776 59.6 5 11.9
x1 (Q) -2.7 1.5 -1.8 0.1270 59.6 3 19.9 22,082.3 0.0000
x2 (L) 1.5 1.2 1.2 0.2826 0.0 2 0.0
x2 (Q) -3.0 1.5 -2.1 0.0927 181.2 10
x1 x2 -2.4 1.7 -1.4 0.2287
Total
Source of variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
 
 
Malonil-Genistin
Factors
Coefficients of 
regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadrati
c mean
FCalc p-value
Mean 269.0 15.1 17.9 1E-05 5,027 5 1,005 1.5 0.339924775
x1 (L) 7.9 9.2 0.9 0.43219 3,406 5 681
x1 (Q) 6.7 11.0 0.6 0.57106 3,400 3 1,133 347.9 0.002867907
x2 (L) -8.4 9.2 -0.9 0.40677 7 2 3
x2 (Q) -20.0 11.0 -1.8 0 8,433 10
x1 x2 13.6 13.1 1.0 0.34665
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
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Daidzein
Factors
Coefficients of 
regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 78.7 13.5 5.8 0.0021 8299 5 1660 3.0 0.1246
x1 (L) -5.0 8.3 -0.6 0.5739 2740 5 548
x1 (Q) -34.4 9.9 -3.5 0.0174 2740 3 913 6671.6 0.0001
x2 (L) 8.5 8.3 1.0 0.3492 0.3 2 0.14
x2 (Q) 1.4 9.9 0.1 0.8926 11040 10
x1 x2 -0.8 11.7 -0.1 0.9495
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
 
Glycitein
Factors
Coefficients of 
regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees 
of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 11.9 2.4 5.0 0.0040 266 5 53 3.2 0.1163
x1 (L) 0.0 1.5 0.0 0.9959 84 5 17
x1 (Q) -6.1 1.7 -3.5 0.0170 84 3 28 22774.6 0.0000
x2 (L) 2.7 1.5 1.8 0.1265 0.0 2 0.00
x2 (Q) -2.3 1.7 -1.3 0.2429 350 10
x1 x2 0.1 2.1 0.0 0.9713
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
 
Acetyl-Genistin
Factors
Coefficients of 
regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 0.2 0.0 26.1 0.0000 0.002 5 0 1.6 0.3098
x1 (L) 0.0 0.0 0.0 0.9698 0.001 5 0
x1 (Q) 0.0 0.0 1.9 0.1233 0.001 3 0 Infinity -
x2 (L) 0.0 0.0 0.0 0.9698 0.000 2 0.00
x2 (Q) 0.0 0.0 1.9 0.1233 0.003 10
x1 x2 0.0 0.0 1.6 0.1619
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
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Genistein
Factors
Coefficients 
of regression
Standard 
error
t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 33.4 6.2 5.4 0.0030 8299 5 1660 3.0 0.1246
x1 (L) 1.7 3.8 0.4 0.6808 2740 5 548
x1 (Q) -15.6 4.5 -3.4 0.0184 2740 3 913 6671.6 0.0001
x2 (L) 2.6 3.8 0.7 0.5175 0.3 2 0.14
x2 (Q) 2.1 4.5 0.5 0.6637 11040 10
x1 x2 0.7 5.4 0.1 0.8951
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
 
 
Total Isoflavones
Factors
Coefficients 
of regression
Standard 
error
t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 776.6 26.2 29.6 0.0000 40283 5 8057 3.9 0.0806
x1 (L) 37.2 16.1 2.3 0.0681 10316 5 2063
x1 (Q) -26.8 19.1 -1.4 0.2191 10309 3 3436 1020.5 0.0010
x2 (L) 9.3 16.1 0.6 0.5893 6.7 2 3.37
x2 (Q) -68.3 19.1 -3.6 0.0160 50599 10
x1 x2 21.9 22.7 1.0 0.3800
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
 
Total Glucosides
Factors
Coefficients 
of regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 652.6 47.0 13.9 0.0000 57386 5 11477 1.7 0.2813
x1 (L) 40.3 28.8 1.4 0.2207 33198 5 6640
x1 (Q) 29.3 34.3 0.9 0.4314 33188 3 11063 2214.7 0.0005
x2 (L) -4.3 28.8 -0.2 0.8861 10.0 2 5.00
x2 (Q) -69.3 34.3 -2.0 0.0991 90585 10
x1 x2 21.3 40.7 0.5 0.6232
Total
Source of variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
 
Total Aglycones
Factors
Coefficients 
of regression
Standard error t(5) p - value
Sum of 
squares
Degrees of 
freedom
Quadratic 
mean
FCalc p-value
Mean 124.1 21.2 5.9 0.0021 21052 5 4210 3.1 0.1183
x1 (L) -3.3 13.0 -0.3 0.8087 6734 5 1347
x1 (Q) -55.9 15.4 -3.6 0.0152 6734 3 2245 14029.1 0.0001
x2 (L) 13.5 13.0 1.0 0.3460 0.3 2 0.16
x2 (Q) 0.8 15.4 0.1 0.9596 27786 10
x1 x2 0.0 18.3 0.0 0.9981
Total
Source of 
variation
Regression
Residues
Lack of fit
Pure error
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Anexo VII 
5. Autorização da editora para inclusão dos artigos já publicados 
 
 
